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摘要 : 应 用 一 种 新 的 高 通 量 SNP 检测 方法 -双色 荧光 杂交 芯片 技术 进行 近 交 系 小 鼠 遗 传 监测 。 应 用 双色 荧光 
see al 4 个 品系 近 交 系 小 鼠 的 多 个 基因 组 DNA 样本 进行 SNP 分 型 ， 整 合 6 个 SNP 位 点 的 芯片 杂交 入 
息 ， 对 样本 所 属 品系 进行 判断 .有 究 结 果 表 明 SNP 检测 方法 -双色 荧光 杂交 ， 世上 技术 能 名 对 园 定 的 6 个 SNP 位 点 
进行 高 准确 率 分 型 ; 双色 痰 光 杂 交 芯 片 技术 是 一 种 高 通 量 SNP 检测 的 良好 工具 , 适合 于 对 少量 AR ARI 的 
大 样本 量 小 鼠 进行 遗传 污染 监测 和 品系 鉴定 ， 并 具有 扩大 应 用 的 潜力 。 
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Application of Dual-color Fluorescence Hybridization 
Chip Technique in the Monitoring of the Genetic 
Quality of Inbred Mice Strains 
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Abstract: This study aimed to use a microarray-based method for scoring a number of genomic DNA in parallel for 
one SNP marker on a glass slide for the genetic monitoring of inbred mice. We applied the method to identify inbred 
laboratory mice strains to validate the reliability and stability of this genotyping panel. The amplified PCR products from 
four inbred strains were spotted and immobilized onto amino-modified glass slides to generate a microarray, which was 
then interrogated by hybridization with dual-color probes to determine the SNP genotype of each sample. The results 
indicated that this microarray-based method could effectively determine the genotype of the six selected SNPs with a 
high degree of accuracy. This SNP genotyping method is feasible for monitoring genetic contamination in colonies of 
limited genetic diversity. Moreover, an enlarged version of the panel could be used to analyse a large number of strains. 
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随 着 生命 科学 的 不 断 发 展 ， 对 实验 动物 遗传 品 ”杂交 芯片 技术 在 近 交 系 实 验 动 物 遗 传 监测 的 可 行 
质 的 要 求 也 越 来 越 高 ， 对 动物 群体 遗传 的 均一 性 和 PE 

























































































































































































个 体 的 差异 性 更 为 关注 。 如 何 对 越 来 越 多 的 近 交 系 ates 

动物 遗传 质量 进行 监测 ， 是 目前 急需 解决 的 问题 。 1 材料 与 万 ; 

只 有 研制 出 更 方便 ， 更 可 靠 的 监测 方法 ， 才 能 保证 11 实验 材料 

我 国 实验 动物 遗传 质量 的 提高 。 基因 芯片 技术 是 90 (1) 低 密 度 氨 基 修 饰 的 基 片 ， 由 上 海 联合 基因 
年 代 初 随 着 人 类 基因 组 计划 而 兴起 的 新 技术 , 具有 ”科技 (集团 ) 有 限 公司 提供 。 

高 通 量 、 大 规模 、 平 行 性 等 特点 ， 本 研究 首次 将 此 (2) 实验 动物 :4 种 不 同 品系 2 月 龄 近 交 系 小 鼠 











方法 运用 于 近 交 系 动物 的 遗传 监测 ， 探 讨 双色 荧光 C57BL/6N, BALB/cAnN, C3H/HeJ 和 DBA/2J, W 
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1 期 EWT: 


雄 各 半 ， 共 8 只 ; 封闭 群 小 鼠 ICR、KM、CKFI1 等 
均 由 中 科 院 上 海 实验 动物 中 心 提供 。 

4 种 近 交 系 小 鼠 DNA 样品 扩 增 后 先 被 测序 验 
证 所 选 定 的 SNP 位 点 基因 型 后 , 被 点 制 在 芯片 上 用 
作 参 照 物 。 

近 交 系 小 鼠 间 选择 性 配对 得 第 一 代 杂 合子 : 
(C57BL/6xDBA/2) Fl , (DBA/2xC3H/He)F1 和 
(BALB/cxC3H/He)F 1 « 

12 主要 试剂 

(1) DNA 抽 提 所 用 试剂 : 饱和 酚 、 毛 仿 、 异 戊 
i. NaOH. NaCl. SDS、NaAc、 Tris-HCl, EDTA, 
无 水 乙醇 、 蛋 白 酶 K、RNA 酶 等 ， 分 别 购 自 上 海 化 
学 试剂 公司 、 华 舜 生 物 公司 。 

(2) PCR 所 用 试剂 (dNTP, PCR Buffer, MgCl, 
rTaqDNA 聚合 酶 等 )， 购 自 Takara Biotechnology 7 
司 。 




























































































































































































(3) FERRER PCR 引物 ， 由 上 海 生 工 
有 限 公 司 合成 。 

(4) SP 点 样 液 ，| 
有 限 公 司 提供 。 

(5) Cy3-dCTP、 Cy5-dCTP, 
Bioscience 公司 。 

(6) Terminal Deoxynucleotidyl 
(TDT)， 购 自 Takara Biotechnology 公司 。 

(T) 3x SSC (0.45mol/L NaCl 和 0.045mol/L 柠 
ERRA) 

(8) 杂交 液 : 5xSSC (0.75 mol/L NaCl 和 0.075 
mol/L 柠檬 酸 钠 )，0.2%SDS，50% Formamide (F 
酰胺 ) 

13 主要 仪器 设备 
(1) MJ Research PTC-225 PCR 仪 ， 购 自 MJ 











上 海 联合 基因 科技 集团》 














购 自 Amersham 


Transferase 
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Research 公司 。 


(2) Cartesian Pixsys 7500 点 样 仪 , 购 自 Cartesian 
公司 


al 


(3) ChipMaker Micro-Spotting 技术 参照 
TeleChem International, Sunnyvale, CA. 

(4) UVP 紫外 交 联 仪 ， 购 自 UVP 公司 。 

(5) Robbins Scientific Model 1000 杂交 箱 , 购 自 
Robbins Scientific 公司 。 

(6) ScanArray 4000 44 
Scanning 公司 。 
14 实验 方法 








仪 ， 购 自 General 






































1.4.1 DNA 提取 小 鼠 尾 组 织 DNA 的 粗 提取 使 用 
RAR K 消化 和 酚 - 毛 仿 抽 提 的 方法 (Sambrook et 














al，1989)。 无 菌 条 件 下 ， 行 交配 前 约 70 日 龄 的 小 
i, BIRA 1.5 cm 鼠 尾 ， 提 取 DNA, -20°C 保存 。 
1.4.2 ”双色 荧光 杂交 芯片 原理 ”双色 荧光 杂交 区 
片 检 测 SNP 的 原理 是 将 含有 所 检测 SNP 位 点 的 目 
的 片段 进行 PCR 扩 增 , 扩 增 后 的 产物 纯化 并 将 其 打 
印 在 氨基 修饰 的 玻 片 上 , 固定 处 理 后 与 所 含 SNP 位 
点 相 匹 配 的 荧光 标记 的 探 针 进行 杂交 ， 最 后 进行 扫 
io PT AY SNP AES Bit T 6 OT SERA RAE 
分 别 用 Cy3 和 Cy5 IT RICER td. A AS FH 
可 以 看 到 野生 型 和 突变 型 样本 分 别 获得 一 个 较 强 
的 Cy3〔 绿 色 荧 光 ) 或 Cy5〔 红 色 荧 光 )， 杂 合 型 样 
本 既 可 获得 Cy3 痰 光 又 可 获得 Cy5 KIG, AH UM 
后 能 显示 一 个 较 强 的 “黄色 ”荧光 。 
1.4.3 SNP 位 点 选择 和 测序 ”参考 Petkov 等 报道 
的 数据 ,选择 了 分 布 于 不 同 染 色 体 的 6 个 SNP 位 点 
列 于 表 1 (Petkov et al, 2004). 序列 信息 来 源 
于 SNP 公共 数据 库 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
SNP. 
































































































































































































































表 1 用 于 基因 检测 的 SNP 位 点 


Tab.1 The SNPs used in the mouse genetic monitoring test 





参考 SNP 编号 NCBI 分 析 编 号 ”提交 者 SNP 编号 ictal 
Ref SNP ID NCBI Assay ID Submitter SNP ID 
some 

183022883 ss4319179 M-09011_1 2 
183089205 ss4326080 M-08396_1 7 
TS3023382 ss43 19722 M-05495_2 13 
183023436 ss4319795 M-01322_2 16 
183023442 ss4319801 M-04659_1 17 
183089604 ss4326494 M-05810_1 X 


相对 位 置 物理 位 置 

Approximate Physical C57BL/6 BALB/c DBA/2 C3H/He 

position(cM) position(bp) 
27.3 38454357 A A Cc C 
15.3 29982856 C G Cc C 
15.3 43883506 T G T G 
45.9 88734834 A T T A 
18.6 32797083 A A A G 
21.9 53865742 T T C T 


E 动 % 

















近 交 系 共 8 只 小 鼠 的 DNA 样本 经 过 PCR 扩 增 
后 , 进行 测序 , 确认 基因 组 序列 的 SNP 位 点 信息 是 
AGH 1 列 出 的 相同 。 

1.4.4 PCR 扩 增 ”四 个 品系 的 标准 品 经 过 测序 和 
认 各 SNP 位 点 的 基因 型 后 ， 确 认 引 物 : 
M-09011_1f, 5 '-cctcaaaggaagacaggtccaa-3'; 













































































M-09011_1r, 5'-gccgctcacaactgaatagaaat-3'; 
M-05495_2f, 5'-accaaggatgtagaggetgaa-3’; 
M-05495_2r, 5'-ggatgggtatgtaagtatgtgc-3'; 
M-01322_2f, 5'-ggcatcatctattgggttgttaa-3'; 
M-01322_2r, 5'-ctgcttccctgtgaatccgtgag-3’; 
M-04659_1f, 5'-gcttctcggacgettcttcttat-3'; 
M-04659_ 11, 5'-ctttgggcgtttcttctcattct-3' 

80uL PCR 反应 体系 包括 O.2mmoL dNTP, 1.5 
mmoL MgCl2, 0.1 一 1ng 模板 ，0.2hmoL 正 向 引物 ， 
0.2umoL 反 回 引物 ，5U rTaq DNA 聚合 酶 (Takara) 。 
MJ research PTC-225 PCR 仪 的 反应 条 件 包 括 : 95°C 
5min 预 变性 ;94°C 30s, 54°C 30s, 72°C 30s, 35 
EH 72°C 10min 延伸 。 

PCR 产物 4°C 冰箱 保存 ， 用 于 点 样 。 
1.4.5 PREKJE IAHR TDT 酶 
(terminal deoxynucleotidyl transferase) 标 记 Cy3 或 
Cy5 RICE. 标记 体 系 包括 0.16umoL FER 
探 针 ，0.16 mmoL Cy5(Cy3)，3.5U TDT。 在 MJ 
research PTC-225 PCR 仪 内 , 37°C 2.5h, 95°C 1min。 
SERA TT PRTR ET PUR : 
M-09011_1t 5'ctggaaaattctgcaga3’, M-09011_lg 
S'ctggaaaagtctgcaga3'; 
M-08396_Ic 5'ttctgctgcatcatggc3', M-08396_lg 
S'ttctgctggatcatggc3'; 
M-05495_2t S'caggcagatctgctgga3', 










































































M-05495_ 
2g 5'caggcagagctgctgga3'; 

M-01322_2a 5'acatcaggaattcagaag3', M-01322_ 
2t 5'-acatcaggtattcagaag-3'; 

M-04659_1¢ 5'tacctcacgccaacact3', M-04659_ 
la S'tacctcacaccaacact3'; 

M-05810_It 5'tcactgttcttgectctc3', M-05810_lc 
Stcactgttcctgcctctc3 ; 

1.4.6 点 样 制 片 ”Cartesian Pixsys 7500 点 样 仪 将 
溶解 于 点 样 缓冲 液 和 50% DMSO 的 PCR 产物 点 制 
BARE MASE HY, FER 24x24， 每 个 样品 重复 4 
次 ， 每 张 芯 片上 下 两 个 和 矩阵。 然后 将 芯片 置 于 相对 
湿度 70% 环 境 水 合 2h,， 室温 干燥 0.5h, UV 强度 为 
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65 MJ/cm 的 条 件 下 进行 紫外 交 联 。 最 后 芯片 用 
0.2%SDS 洗涤 10min， 蒸 饮水 洗 活 10min，0.2% 琥 
珀 酸 醋 洗涤 10min， 和 干燥 后 密封 盒 内 4°C 保存 。 
14.7 ”杂交 与 洗涤 ”杂交 : 将 已 点 样 的 芯片 95°C 
变性 2min, 然后 置 于 预 冷 的 无 水 乙醇 中 冷却 1min, 
室温 晾 干 。 等 量 混合 已 标记 的 探 针 〈(6pL)， 加 入 等 
体积 的 杂交 液 (12nL)， 再 加 阳性 对 照 CCOB 2uL, 
将 混合 液 加 到 玻 片 的 点 样 区 域内 ， 盖 上 盖 玻 片 ， 放 
入 杂交 箱 内 42°C 杂交 1h。 

洗 片 : 将 分 别 装 有 溶液 1(1xSSC 十 0.2% SDS), 
溶液 I (1xSSC 十 0.2%T weem) 的 两 个 染色 缸 ， 放 在 
25°C 水 浴 锅 中 。 杂交 后 的 芯片 依次 浸入 以 上 两 个 染 
色 缸 中 洗涤 6min， 用 0.1xSSC 冲洗 玻 片 ， 室 温 下 
晾 干 。 

1.4.8 图像 扫描 与 数据 处 理 ”杂交 后 的 芯片 通过 
Packard ScanArray 4000 微 阵列 分 析 系 统 在 相应 波 
长 扫描 。 对 每 一 种 染料 扫描 后 得 到 图 像 ， 并 合 得 到 
每 个 点 的 重 瑚 图 .通过 Axon 公司 的 Gene Pix Pro4.1 
软件 处 理 分 析 谈 光 信 号 强度 。 每 个 点 的 信号 用 控制 
好 的 强度 进行 扫描 测量 。 净 信号 值 由 每 个 点 的 平均 
强度 减 去 背景 强度 。 利 用 杂 合 子 的 信号 值 对 芯片 数 
据 中 系统 误差 进行 校正 。 求 取 重 复 点 的 Ratio 中 位 
值 或 平均 值 。 
1.4.9 测序 验证 ”每 张 芯 片 进行 抽样 ，PCR 扩 增 再 
测序 ， 来 判断 芯片 的 准确 性 。 对 于 不 确定 点 和 芯片 
误 判 点 进行 测序 ， 分 析 可 能 的 原因 。 


2 结 R 


2.1 PCR 扩 增 样本 效果 图 

小 鼠 样品 在 96 孔 板 随机 排列 ， 记 录 各 孔 位 所 
对 应 的 品系 个 体 。 分 两 批 样品 进行 扩 增 ， 对 于 一 次 
扩 增 效果 较 差 者 ， 进 行 重新 扩 增 ， 第 二 次 未 能 扩 出 
的 ， 则 在 蕊 片 点 样 时 ， 将 其 作为 阴性 对 照 〈 见 图 1 
一 5)。 
2.2 SNP 位 点 杂交 结果 

理论 上 ，4 种 近 交 系 品 系 至 少 能 够 通过 3 个 标 
记 相互 区 分 开 。 交叉 配对 经 过 测序 的 小 鼠 个 体 得 F1 
代 , 得 到 的 杂 合 子 履 盖 这 6 个 位 点 。 设 计 17 一 18 mer 
FIZERA 500 bp 长 度 的 PCR 产物 384 孔 板 中 随 
机 排列 包括 4 个 品系 的 及 其 他 品系 来 源 的 少数 样 
本 ， 加 上 原始 的 8 个 体 和 其 杂 合子 作为 参照 。 设 立 
空白 对 照 、 阴 性 对 照 。 加 入 DMSO 有 利于 减少 DNA 
二 级 结构 ， 使 (G+C) % 含 量 高 的 模板 易于 完全 变 
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图 1 不 同 SNP 位 点 PCR 扩 增 样本 效果 图 


Fig. 1 


生 ， 点 样 每 个 样品 重复 4 点 。 每 张 芯片 点 相同 的 两 
个 矩阵 ， 相 同 的 芯片 进行 两 张 重复 。 图 2A 显示 主 
要 来 自 4 个 品系 的 数目 不 等 的 样本 6 个 SNP 位 点 的 
杂交 后 扫描 分 析 结 果 ， 双 色 重 人 图 中 黄 、 绿 、 红 三 
色 分 别 表示 杂 合 型 和 两 种 纯 合 型 。 图 2B 散 点 图 中 
看 到 代表 杂 合 型 和 两 种 纯 合 型 的 三 个 明显 趋势 。 位 
点 M-08396_1， 显 示 黄 色 ， 散 点 图 显示 一 种 趋势 ， 
表明 4 个 品系 的 个 体 该 位 点 基因 型 没有 差别 。 
2.3 Dye-swap 后 所 得 的 数据 统计 

GenePix4.1 将 扫描 图 片 信号 强度 转换 成 数值 。 
Hy 4 个 重复 点 的 Ratio(Cy5/Cy3) 平 均值 。Dye-swap 
后 得 到 相对 稳定 、 客 观 的 Ratio 值 。 设 立 Ratio 值 
0.5 一 2.0 之 间 的 值 ， 判 断 基因 型 为 杂 合子 。 对 于 多 
数 样品 , 我 们 得 到 5 个 SNP 位 点 的 可 能 信息 可 用 来 
判断 其 属于 哪 种 品系 。 因 为 有 两 张 芯片 的 重复 ， 判 
断 基 因 型 进行 两 次 ， 比 较 两 次 是 和 否 有 差别 。 忆 片 分 
型 后 ， 进 行 样品 追踪 ， 将 分 型 结果 和 原始 信息 进行 
比较 后 表明 ， 分 型 结果 具有 较 高 的 准确 性 和 可 靠 
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The amplified fragments of different SNP spots 








性。 位 点 M-08396_1， 四 个 品系 均 为 同一 基因 型 ， 
所 以 杂交 分 型 结果 没有 差别 ， 分 析 的 基因 型 都 为 
C/C。 涉 及 的 其 他 个 别 品系 的 样本 分 析 得 KM 小 鼠 
5 个 SNP 位 点 信息 : M-09011_1: A/C; M-05495_2: 
T/G ; M-01322 2: T/A; M-04659_1: G/G; 
M-05810_1C/C .ICR 小 鼠 测 出 4 个 点 :M-09011_1: 
C/C ; M-05495 2 : T/T; M-01322 2 : A/A; 
M-05810 1 : T/T > CKF1 ( BALB/cxKM ) : 
M-09011_1: A/C; M-05495_2: T/G; M-01322_2: 
T/A BK A/A; M-04659_1: G/G; M-05810_1: T/T, 
由 于 是 远 交 系 小 鼠 和 杂交 一 代 小 鼠 ， 所 以 基因 型 会 
有 变化 ， 且 多 出 现 杂 合 型 。 统 计 表 2 中 未 列 入 以 上 
的 品系 ， 只 作为 阴性 对 照 点 。 
2.4 结果 的 测序 验证 

对 于 上 述 结果 ， 进 行 抽样 ， 扩 增 再 测序 ， 视 分 
型 是 否 可 靠 。 对 于 不 确定 点 和 芯片 误 判 点 进行 测 
序 ， 以 分 析 可 能 的 原因 。 基 于 正确 判断 的 位 点 
M-09011_1、M-05495 2、M-01322 2、M-04659_1、 

























































































表 2 SNP 分 型 情况 统计 表 
Tab.2 Image signal intensity analyzed by GenePix 

















有 效 信号 值 
参考 SNP 编号 空 oe 有 效 Ratio 值 
Valid signal . P 
Ref SNP ID Null Valid ratio 
Value 
183022883 16 128 127 
1s3023382 13 131 117 
183023436 16 128 117 
183023442 19 125 123 
183089604 31 113 109 
总 取样 点 ; 144, RA: 空白 点 ， 阴 性 对 照 或 者 信号 值 <100。 

















“Total spots: 144, Null: blank, negative contrast or Signal value<100. 








检 出 率 ane 正确 判断 率 
误 判 数 Satine: 
Call rate ara Correct distinguishing 
Wrong distinguishing 

(%) rate (%) 

99.2 0 100 

89.3 6 94.9 

91.4 4 96.6 

98.4 0 100 

96.4 3 97.2 
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图 2 不 同 品系 小 鼠 样本 6 个 SNP 位 点 的 杂交 后 扫描 分 析 结 果 《〈 每 个 样品 重复 4 点 ) 
Fig.2 Six SNP microarray image from DNA samples of the different inbred mice and their hybrids 
(quadruplicate for each spot) 
A: 双色 重合 图 ， 黄 、 绿 、 红 三 色 分 别 表示 杂 合 型 和 两 种 纯 合 型 ，B: 散 点 图 。 


A: Dual-color fluorescence hybridization image. In these dual-color results the three colors yellow, green, and red represent the three genotypes 
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of two homozygotes and a heterozygote, respectively; B: 3-D scatter plot. 





M-05810_1 的 芯片 结果 ， 测 序 结果 与 芯片 一 致 。 系 ， 准 确 判 断 率 达 95% 以 上 。 不 可 控 因 素 或 者 说 操 
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U SNP 位 点 信息 G/G, 并 且 撒 开 实 验 开始 不 完整 的 误 的 判断 ， 比 如 说 杂 合 子 的 被 判 成 纯 合 子 ， 或 者 纯 





ill 


杂 合 子 、 两 种 纯 合 子 , 重新 取样 , 测序 结果 都 是 CCC。 ”经 过 测序 确定 由 T/A 错 判 成 A/A， 其 原因 可 能 一 是 


I 序 


























扫描 图 像 显 示 全 为 黄色 的 位 点 M-08396_1， 样 作 上 的 因素 导致 了 一 些 样品 低 效率 的 PCR 扩 增 , 这 
踪 选 择 2 个 芯片 上 有 信和 号 的 ， 一 个 没有 信和 号 的 样 也 出 现 了 一 些 低 信 号 值 和 模糊 Ratio 值 影响 结果 ， 
, 扩 增 后 测序 结果 都 是 C/C, 由 于 参考 BALB/cJ 这 样 的 点 忽略 不 计 。 对 于 3 个 SNP 位 点 , 出 现 了 错 









































































































































音 息 (初步 显示 基因 型 是 C/C), 我 们 假设 存在 合子 的 被 判 成 杂 合 子 。 上 述 M-01322 2 位 点 , 样本 






























































经 分 析 ，Cy5 和 Cy3 在 扫描 过 程 中 出 现 了 相同 的 信 ”样品 细胞 为 肉 合 体 ， 纯 合 与 杂 合 都 有 ， 从 绝对 数量 


号 图 像 ， 双 色 重 























县 呈 黄色 ， 可 能 是 因为 芯片 的 扫描 上 某 一 个 型 的 占 主要 。 二 是 引物 设计 时 可 能 与 A 的 
























































强度 是 人 为 调整 的 ， 如 果 只 出 来 C 的 信号 ， 将 另 一 有 连锁 ， 因 而 A 的 产量 高 。 三 是 可 能 发 生 突变 了 。 
个 荧光 信和 号 通道 的 强度 人 为 调整 到 非常 高 的 情况 其 他 的 原因 如 有 缺点 的 统计 方法 导致 了 得 到 的 信 
下 ， 也 会 出 现 跟 C 相对 应 的 信号 。 如 此 ， 测 序 和 芯 。” 息 有 偏颇 。 对 于 这 样 的 样本 ， 需 使 用 测序 或 其 他 方 






















































































片 的 结果 吻 和 ， 可 说 明 这 些 样本 都 是 C/C 基因 型 ， 法 做 进一步 研究 Hao et al, 2004; Kang et al, 2004; 
证 明 选 择 的 4 个 品系 的 样本 该 SNP 位 点 基因 型 相 Tintle et al, 2005). 

同 ，BALB/cAnN 该 SNP 位 点 基因 型 是 CCC， 而 非 重复 性 : 本 研究 统计 每 个 样本 重复 点 样 4 次 ， 
BALB/cJ 的 G/G. 每 次 同时 用 2 张 已 片 ， 共 计 8 次 重复 的 情况 下 ，8 


后 峰 图 上 A 的 峰 高 大 于 工 两 倍 以 上 ， 而 芯片 是 以 2 ”8 次 重复 检测 的 基因 型 结果 中 ，1020 个 基因 型 结果 
倍 以 上 来 判断 纯 合 与 杂 合 的 ， 这 可 能 就 是 世 片 判 为 中，3 个 不 一 致 ， 重 复 性 为 99.7%。 说 明 此 芯片 技 





























M-01322_2 错 判 点 ， 由 T/A 错 判 成 A/A。 测 序 次 重复 性 的 基因 分 型 的 一 致 性 。 位 点 M-09011_1 H 













































































A 的 原因 。 术 具 有 较 好 的 重复 性 。 

3 讨论 仿 出 率 : 检 出 率 是 指 每 张 芯片 上 所 检测 到 的 基 
因 型 除 以 每 张 芯片 上 总 的 SNPs。 如 果 不 考虑 用 来 

3.1 基因 分 型 的 准确 性 、 重 复 性 作为 对 照 的 未 见 杂 交 信 号 的 空白 对 照 和 阴性 对 照 ， 


























基因 分 型 的 准确 性 : 通过 测序 验证 所 得 到 的 结 和 具有 很 强 信号 的 内 对 照 CCOB ， 那 么 检 出 率 如 表 






























































果 的 相近 程度 来 判断 。 为 了 确认 基因 分 型 的 准确 3 中 Call Rate 所 示 , 总 体 上 有 具有 较 高 的 检 出 率 。 
性 ， 


样本 , PCR 扩 增 后 测序 ,芯片 结果 同 测序 结果 一 致 。 ”高通 量 
如 果 有 成 功 的 PCR 点 样 , 该 系统 能 够 高 效 地 区 分 品 。 品系 来 源 的 大 样本 量 小 鼠 进 行 遗传 污染 监测 和 品 




















本 研究 抽样 选择 了 每 张 芯片 上 的 数 个 有 结果 的 实验 结果 表明 双色 荧光 杂交 芯片 技术 是 一 个 
量 SNP 检测 的 良好 工具 , 适合 于 对 少量 近 交 系 
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1 期 崔 淑 芳 等 : 双色 荧光 杂交 芯片 在 近 交 系 小 鼠 遗传 监测 中 的 应 15 


系 鉴 定 ， 并 具有 扩大 应 用 的 潜力 。 
3.2 ”发 片 误差 来 源 分 析 

















种 染料 的 性 质 非常 相近 , 从 它们 的 化 学 结构 看 , Cy5 
只 比 Cy3 多 了 一 个 碳 原 子 , 但 是 它们 的 标记 效率 还 























芯片 实 验 的 许多 可 变 因 素 可 归结 于 两 个 方面 : 
生物 学 变异 和 实验 系统 误差 ， 生物 学 上 的 差异 是 内 
在 的 ， 受 到 遗传 和 环境 因素 的 影响 。 实 验 系统 误差 
包括 芯片 制作 带 来 的 误差 和 样本 检测 过 程 中 的 
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是 存在 着 差别 。 为 了 得 到 更 客观 的 数据 ， 我 们 试图 
除去 类 似 误 差 。 正 反 标 记 菊 光标 记 实 验 (Dye-swap) 
能 很 好 地 平衡 数据 减少 误差 的 产生 (Rosenzweig et 
al, 2004; Yang et al, 2002)。Dye-swap 使 用 两 张 蕊 片 
来 比较 两 种 基因 型 A/A 和 C/C， 例 如 实验 中 SNP 





















































是 基因 芯片 制备 过 程 中 : PCR 扩 增 及 纯化 过 程 ，1 





























位 点 M-09011_1 二 等 位 基因 AMC， 第 一 张 芯 片上 ， 








误差 。 涉 及 我 们 实验 的 主要 是 实验 系统 误差 ， 首 先 
E, 











于 是 提取 小 鼠 尾 组 织 DNA， 量 较 难 掌握 、 有 伴随 污 
染 的 可 能 ， 导 致 有 些 样本 没有 能 够 扩 增 出 产物 。 点 
样 及 点 样 后 处 理 ， 氮 基 修 饰 基 片 带 有 正 电荷 ， 可 以 
与 带 负 电荷 的 DNA 形成 离子 键 ， 从 而 固定 DNA, 
DNA 长 度 越 长 , 固定 效率 越 高 , 因此 它 可 以 直接 用 
于 固定 DNA。 在 点 样 的 过 程 中 可 能 由 于 点 样 针 的 堵 
塞 ， 造 成 4 个 重复 点 中 某 个 点 的 样品 缺失 ， 以 致 杂 
交 没 有 信和 号， 点 样 后 若 未 能 洗 脱 没有 固定 的 DNA 
带 来 高 的 背景 ， 洗 脱 没 有 固定 好 的 DNA 则 信和 号 缺 
失 (Potter et al, 1981). 
其 次 还 在 于 样本 的 检测 过 程 中 : Ph EHP Be 
光 染 料 的 问题 ， 荧 光 的 量 决定 了 每 个 DNA 分 子 有 
多 少 欧 光 素 分 子 被 掺 入 ， 染 料 之 间 存 在 着 差异 。 杂 
交 过 程 中 ， 杂 交 的 时 间 、 温 度 、 杂 交 液 的 配方 等 的 
不 同 也 会 带 来 误差 ， 本 实验 参照 实验 第 一 部 分 的 杂 
交 动 力学 的 实验 结果 ， 采 用 相对 稳定 的 杂交 条 件 ， 

尽量 避免 偏差 。 图 像 扫 描 和 处 理 过 程 中 扫描 仪 和 软 
件 的 差异 也 可 能 导致 误差 ， 我 们 在 实验 室内 部 两 台 


















































































































































































































































WA A 的 进 核 背 酸 序列 标记 Cy5, 带 有 C INSEE 
酸 序列 标记 Cy3; 第 二 张 芯 片 则 相反 。 各 自得 到 的 
平均 Ratio 值 ， 经 过 Ln (Ratio) 取 平 均 之 后 ， 算 得 
最 终 Ratio 值 ， 进 行 品系 判定 。 通 过 两 次 的 正 反 标 
记 实 验 得 出 的 基因 型 判断 ， 我 们 能 较为 客观 地 判定 
样本 的 SNP 基因 型 。 
3.3 ”扫描 图 像 质量 分 析 

完美 的 阵列 图 像 很 少见 ， 许 多 问题 很 难 追 踪 原 
因 ， 而 且 在 阵列 扫描 之 前 无 法 用 可 检测 手段 证 明 这 
些 原 因 。 我 们 扫描 所 得 的 双色 重 半 图 暴露 了 以 下 的 
几 点 问题 ， 样 点 的 形状 问题 : 样 点 的 大 小 不 一 致 ， 
但 实验 结果 表明 如 能 保证 点 够 大 而 独立 ， 点 的 大 
小 、 形 状 差异 并 不 是 一 个 严重 问题 。 高 背景 问题 : 
由 于 有 异常 的 高 殉 光 背景 而 导致 必 片 模糊 。 高 背景 出 
现在 整个 芯片 的 杂交 表面 ， 也 有 出 现在 一 个 局 部 区 
域 。 高 背景 局 限于 杂交 区 ， 说 明 标 记 的 探 针 粘着 于 
玻 片 表面 ， 在 洗 片 步骤 时 没有 被 冲洗 掉 ， 导 致 这 一 
结果 有 两 种 可 能 性 ， 一 是 氨基 基 团 封 轩 不足， 或 是 












































































































































































































































ScanArray 扫描 所 得 数据 有 较 明 显 差别 ， 并 都 存在 
Cy3 扫描 信号 偏 低 的 现象 。 我们 选择 了 一 台 相 对 偏 


























在 杂交 中 标记 的 探 针 非特 异 吸附 。 局 部 信和 号 微弱 问 
题 : 特异 性 信号 减弱 ， 可 能 是 探 针 的 信号 被 芯片 表 
































差 较 小 的 扫描 仪 ， 分 多 个 激光 强度 和 PMT 值 进行 
扫描 ， 以 获得 最 佳 的 效果 。 分 析 软 件 如 我 们 使 用 的 
Axon 的 Genepix4.1 软件 ， 取 点 和 背景 的 原理 有 好 
几 种 ， 不 能 100 史 反映 原始 信息 。 由 于 各 软件 核心 
算法 不 同 ， 同 样 的 原始 图 片 ， 得 到 的 数据 也 会 有 不 
同 。 统 计 软 件 的 误差 很 可 能 导致 一 些 重要 信息 的 偏 
差 或 丢失 (Potter et al, 1981; Brazma etal, 2001). 
减少 误差 的 最 好 方法 是 进行 重复 ， 我 们 在 实验 
中 进行 了 点 样 点 的 重复 ， 每 个 样本 重复 4 次 ， 每 张 
芯片 点 两 个 矩阵 ， 相 同 的 荧光 标记 重复 2 张 芯片 。 
取 同 一 张 芯片 相对 信号 较 强 的 矩阵 进行 分 析 ， 获 取 
信号 值 计算 Ratio 值 ， 取 4 个 点 重复 的 平均 Ratio 
值 。 大 多 数 的 芯片 杂交 过 程 中 会 出 现 明 显 的 染料 偏 
差 。 蕊 片 使 用 的 标记 染料 为 Cy5 和 Cy3， 虽 然 这 两 




































































































































































面 的 高 背景 所 掩盖 。 也 有 可 能 是 因为 这 一 区 域 探 针 
层 太 注 而 引起 的 。 蕊 片 和 盖 玻 片 表面 的 气泡 和 不 义 
质 也 可 能 引起 这 种 结果 。 

经 过 对 照 ， 认 为 在 杂交 前 预先 系统 地 扫描 世 
片 ， 可 以 避免 履 盖 整个 芯片 的 明显 高 背景 。 仔 细 选 
择 和 放置 玻 片 与 盖 玻 片 可 减少 局 部 信号 微弱 这 个 
问题 的 出 现 。 
建立 多 级 质量 控制 有 利于 提高 图 像 品质 。 氮 基 
修饰 玻 片 应 质 检 ， 小 量 修饰 好 的 玻 片 进行 点 样 并 测 
试 整个 后 处 理 和 杂交 过 程 。 玻 片 点 样 后 ， 对 小 量 点 
样 玻 片 进行 后 处 理 ， 后 处 理 是 否 成 功 可 用 部 标 固定 
率 检 测 方法 来 判定 。 所 有 阵列 在 杂交 前 扫描 一 次 ， 
弃 去 那些 有 明显 污点 的 玻 片 ， 并 弃 去 那些 杂交 前 背 
景 就 高 的 阵列 。 
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